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基础 研究 


17-AAG 联合 柴 杉 醇 对 Eca-109 食管 癌 细 胞 增殖 的 抑制 作用 
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摘要 :目的 研究 17-AAG 联 合 紫杉醇 (PTX) 对 食管 癌 细 胞 Eca-109 增 殖 和 凋 亡 的 影响 。 方 法 予以 PTX 和 17-AAG 单 独 或 联合 
使 用 作用 于 Eca-109 细 胞 株 , 采 用 MTT 法 检测 其 细胞 增殖 的 变化 ,应 用 流 式 细胞 仪 检测 细胞 周期 . 凋 亡 的 变化 。 结果 与 对 照 组 
相 比 ,单独 使 用 17-AAG .PTX 均 能 够 抑制 Eca-109 细 胞 的 增殖 ;0.5 pmol/L PTX 联 合 0.625 umol/L 17-AAG 可 抑制 Eca-109 的 生 
长 , 且 联 合 效 应 明显 强 于 各 自 单 药 组 (P<0.01); 流 式 细胞 仪 检测 结果 显示 :17-AAG 将 Eca-109 细 胞 阻 浪 于 GyM 期 ,PTX 将 
Eca-109 细胞 阻 滞 于 S 期 。17-AAG 与 PTX 联合 用 药 使 Eca-109 细胞 阻 滞 于 GyM 期 和 S。17-AAG 组 .PTX 组 及 联合 组 作用 
Eca-109 细 胞 株 24 h 后 其 凋 亡 率 分 别 为 4.52%、10.91%、29.88%, 显 著 高 于 对 照 组 (1.32%); 联 合用 药 后 ,可 形成 明显 油 亡 峰 ,明显 高 
于 单 药 组 。 结 论 PTX 和 17-AAG 均 可 抑制 食管 癌 细 胞 增殖 ,诱导 癌 细 胞 凋 亡 ,两 者 联合 可 增强 上 述 作 用 。 
关键 词 :食管 癌 ;17-AAG; 紫 杉 醇 ;增殖 ; 凋 亡 
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Abstract: Objective To investigate the effect of 17-AAG combined with paclitaxel (PTX) on the proliferation and apoptosis of 
esophageal squamous cell carcinoma cell line Eca-109 in vitro. Methods Eca-109 cells were treated with 17-AAG and PTX either 
alone or in combination. The proliferation of Eca-109 cells was detected by MTT assay, and the cell cycle changes and cell 
apoptosis were determined by flow cytometry. Results Compared with the control group, both 17-AAG and PTX significantly 
inhibited the proliferation of Eca-109 cells. A combined treatment of the cells with 0.5 umol/L PTX and 0.625 umol/L 17-AAG 
produced an obviously stronger inhibitory effect on the cell proliferation than either of the agents used alone (P«0.01). Flow 
cytometry showed that, 17-AAG and PTX used alone caused Eca-109 cell cycle arrest in G;//M phase and S phase, respectively, 
and their combined use caused cell cycle arrest in both G;//M and S phases. The cell apoptosis rates of Eca-109 cells treated with 
17-AAG, PTX and their combination were 4.5276, 10.9176, and 29.88%, respectively, all significantly higher than that in the 
control group (1.3276); the combined treatment resulted in a distinct apoptotic peak that was significantly higher than that 
caused by either of the agents alone. Conclusion 17-AAG and PTX can inhibit cell proliferation and promote apoptosis of 


Eca-109 cells, and their combination produces stronger effects in inhibiting cell proliferation and increasing cell apoptosis. 
Key words: esophageal cancer; 17-AAG; paclitaxel; proliferation; apoptosis 


我 国 是 世界 上 食管 癌 高 发 地 区 之 一 ,每 年 平均 病 
死 约 15 万 人 。 手 术 、 放 化 疗 是 其 主要 治疗 手段 ,但 其 死 
亡 率 高 居 瘤 症 第 4 位 ,显示 目前 治疗 手段 的 局 限 性 , 寻 
找 食管 癌 新 的 有 效 治疗 手段 显得 尤为 重要 '”。 分 子 革 
向 治疗 是 目前 肿瘤 治疗 研究 领域 的 热点 ,已 在 多 种 肿瘤 
治疗 中 取得 了 令 人 振奋 的 疗效 ” 。 热 休克 蛋白 90 
(HSP90) 是 一 类 普 所 存在 于 各 种 细胞 的 分 子 伴 侣 蛋白 ， 
在 肿瘤 细胞 中 ,HSP90 表 达 量 为 正常 细胞 的 2~10 倍 , 提 
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示 其 与 细胞 的 恶性 转化 关系 密切 , 它 的 众多 底 物 蛋白 参 
与 了 肿瘤 进展 的 所 有 关键 环节 ,在 整个 癌症 的 发 展 过 程 
中 起 到 了 隐藏 和 保护 突变 蛋白 和 缺陷 蛋白 的 作用 。 
HSP90 已 证 明 是 多 种 肿瘤 抗 癌 治 疗 的 有 效 分子 靶 点 。 
目前 多 种 HSP90 抑 制剂 如 17AGG、17-DMAG 等 已 证 明 
在 多 种 肿瘤 治疗 中 有 效 ,部 分 已 进入 耳 期 临床 试验 。 
Huang 等 "研究 结果 显示 食管 癌 中 HSP90 的 高 表达 与 
食管 癌 的 恶性 程度 和 预后 密切 相关 。 有 研究 显示 ， 
HSP90 抑 制剂 17-AAG 可 对 癌 细 胞 的 增殖 起 抑制 作用 ， 
并 促进 其 凋 亡 ,同时 也 可 和 其 他 化 疗 药物 如 紫杉醇 
(PTX) 等 协同 作用 ,抑制 癌 细 胞 的 繁殖 "2。PTX 为 第 
三 代 化 疗 药物 ,是 肺癌 、 食 管 癌 、 乳 腺 癌 等 多 种 实体 瘙 化 
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学 治疗 的 关键 药物 。 在 食管 癌 治 疗 中 ,紫杉醇 常 联合 铂 
类 或 单独 化 疗 疗效 明显 ,但 毒 副 反 应 较 大 且 易 复发 和 耐 
药 ;17-AGG 抗 肿瘤 效果 主要 通过 抑制 肿瘤 生长 .协同 
凋 亡 .协同 化 疗 药物 增 敏 起 作用 ”", 具 有 辕 向 性 ,对 下 
常 细胞 的 毒 副 反 应 小 的 特点 。 因 此 我 们 设想 :17-AAG 
和 PTX 联 合作 用 是 否 能 够 解决 目前 晚期 食管 癌 化 疗 毒 
副 反 应 大 、 易 复发 和 耐 药 的 缺点 ?探索 高 效 低 毒 的 新 的 
联合 化 疗 方案 。 为 此 ,本 研究 拟 通 过 细胞 毒性 实验 、 细 
胞 周期 和 细胞 凋 亡 检 测 ,探讨 联合 17-AAG、PTX 对 食 
管 癌 细 胞 增殖 , 凋 亡 的 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

人 ESCC 细 胞 Eca-109 株 购 自 于 中 科 院 上 海 细 胞 
库 ,17-AAG 胎 牛 血清 `.DMEM 细 胞 培养 基 MTT 购 自 
美国 Sigma 公 司 ,细胞 周期 与 细胞 凋 亡 检测 试剂 盒 检 测 
试剂 盒 购 于 铂 云 天 生物 技术 研究 所 。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 与 实验 分 组 将 从 中 科 院 上 海 细胞 库 购 
买 的 Eca-109 人 食管 癌 进 行 传代 。 接 种 于 含 10% 胎 牛 
血清 、100 U/mL FEREZ AY DEME 细胞 培养 液 中 , 置 于 
37 CHY 5% CO; 饱和 湿度 的 培养 箱 中 培养 。 每 3~4 d 
待 细 胞 长 满 后 用 0.25% 胰 蛋白 酶 消化 传代 扩大 培养 。 
每 1~2 d 换 1 次 培养 液 。 所 有 实验 所 用 的 细胞 均 是 处 于 
对 数 生 长 期 的 细胞 。 实 验 分 组 为 (1) 空 白 组 :只 加 培养 
液 ;(2) 对 照 组 :只 加 培养 液 ;(3) 单 药 组 :PTX 浓 度 分 别 
为 4.2.1.0.5 umol/L; 17-AAG 浓度 分 别 为 5、2.5、1.25、 
0.625 .0.312 pmolL; (4) 联 合 组 : PTX 浓度 为 0.5 umol/L, 
联合 17-AAG 浓 度 为 0.625 jmol/L。 
1.2.2 四 和 氢 唑 盐 (MTT) 法 检测 细胞 增殖 取 处 于 对 数 生 
长 期 的 细胞 ,经 0.25% 胰 酶 消化 后 , 制 成 细胞 悬 液 ,并 计 
数 ,最 终 密 度 为 Sx10YymL 接种 于 96 孔 板 上 ,每 孔 体积 为 
200 uL, WEF 37 % 含 5% CO; .饱和 湿度 培养 箱 中 过 
夜 后 ,分 别 按照 2.1 所 述 ,进行 加 药 处 理 24h 后 ,每 孔 加 
入 20 岂 5 g/L MTT, 继 续 培 养 4h 后 , 酶 标 仪 测定 吸光 
度 值 ,测定 波长 为 490 nm。 酶 标 仪 测定 吸光 度 , 计 算 细 
胞 增殖 抑制 率 。 实 验 重复 3 次 , 取 各 结果 平均 值 。 

细胞 增殖 抑制 率 =( 对 照 组 A 值 -实验 组 A 值 )/ 对 照 
组 和 AA 值 x100%。 

采取 金正 均 法 判断 联合 用 药 协 同 作 用 。 公 式 :q= 
(Es)Ea+(1-E,)/Eso (Ear) :联合 用 药 抑 制 率 ;E, 为 PTX 
单 药 抑制 率 ,E, 为 17-AAG 的 单 药 抑制 率 。Q>0.85: 药 
物 协 同 。 
1.2.3 细胞 周期 和 凋 亡 率 检 测 细胞 浓度 同 MTT 法 ;6 
孔 板 每 孔 : 加 2 mL 单 细胞 悬 液 ,24 h 贴 壁 后 弃 原 液 ,加 
含 药 培养 基 , 并 设 对 照 组 。 培 养 48h 后 ,收集 细胞 ,离心 
(1000 r/minx5 min) 弃 上 清 , 用 PBS 洗 涤 3 次 ,加 50 uL 


0.5 mg/mL ÉY RNA 酶 ,在 培养 箱 (37 % .5% COMA 
0.5h, 加 100 UL 碘 化 两 啶 (50 ug/mL) ,微量 振荡 器 上 振 
荡 混 匀 , 避 光 染色 0.5 h(4 冰箱 )。 流 式 细胞 仪 检测 ， 
重复 实验 3 次 。 
1.3 统计 计 学 处 理 

实验 结果 用 SPSS 17.0 软 件 处 理 , 计 量 资料 以 均 
数 + 标 准 差 表示 ,采用 :检验 及 One-way ANOVA 检验， 
P<0.05 表 示 统 计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 不 同 浓度 17-AAG 对 人 食管 癌 细 胞 株 Eca-109 的 抑 
制作 用 

不 同 浓度 的 17-AAG 对 Eca-109 细胞 作用 后 开始 
抑制 其 生长 , 且 抑 制 效果 明显 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 不 
同时 间 组 不同 浓度 组 间 抑 制 率 相 比 ,差异 具有 显著 性 
(P<0.05, 表 1)。 


表 1 不 同时 间 、 不 同 浓度 17-AAG 对 Eca-109 生 长 的 抑制 率 
Tab.1 Growth inhibition ratio of Eca-109 cells treated with 
different concentrations of 17-AAG for different time lengths 
(Mean+SD, 96) 


Inhibition ratio 


Concentration( pmol/L ) 


24h 48 h 72h 
Control 0 0 0 
0.3125 6.77x1.82 10.2222.52 16.29+2.79 
0.6250 9.48+2.82 13.42+3.02” 24.95+2.46 


1.2500 18.16+2.62* 30.72+3.09" 39.38+3.62 
2.5000 23.46+3.16* 35.19+3.39* 48.6122.89" 


5.000 33.56+2.92” 42.49+3.72  65.04+2.65° 


*P«0.05 vs control; "P<0.05 vs different time in the same group. 


2.2 不 同 浓度 PTX 对 人 食管 癌 细胞 株 Eca-109 的 抑制 
作用 

不 同 浓度 PTX 对 Eca-109 细胞 作用 后 皆 对 其 生长 
起 抑制 效应 , 且 抑 制 效果 明显 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 不 
同时 间 组 .不同 浓度 组 间 抑 制 率 相 比 ,差异 具有 显著 性 
(P<0.05, 表 2)。 
2.3 17-AAG 联 合 PTX 对 人 食管 癌 细 胞 株 Eca-109 的 抑 
制作 用 

0.5 umol/L PTX 联合 0.625 umol/L 17-AAG 均 抑 
tli] Eca-109 的 生长 ,24、48 Ph 抑制 率 分 别 为 (13.62+ 
2.46)% 和 (29.32+1.09)% ,两 者 联合 的 效应 明显 强 于 单 
药 组 (P<0.01), 且 两 者 之 间 可 起 协同 效应 。 
2.4 17-AAG,PTX I ESCC 细胞 周期 的 影响 

结果 显示 ,0.625 mol/L 17-AAG 作 用 Eca-109 细 胞 
24 h 后 ,能 使 GWG 期 细胞 减少 ,GyM 期 细胞 增加 。 
PTX 单 药 或 联合 也 对 细胞 周期 产生 影响 。 与 对 照 组 相 
比 ,差异 具有 显著 性 (P<0.05, 表 3)。 
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表 2 不 同时 间 、 不 同 浓度 PTX 对 Eca-109 生 长 的 抑制 率 

Tab.2 Growth inhibition ratio of Eca-109 cells treated with 
different concentrations of PTX for different time lengths 
(MeanxSD, %) 


Inhibition ratio 


Concentration( pmol/L ) 


24h 48h 72h 
Control 0 0 0 
0.5 4.32+0.52 5.96+3.32  15.76+2.75" 
1.0 11.01+1.76” 17.39+3.62” 47.7231.32* 
2.0 14.12+1.62” 39.492.226 70.02+1.75 
4.0 24.78+2.36 | 59.78x3.51' 89.16+3.75° 


*P«0.05 vs control; "P«0.05 vs different time in the same group. 


2.5 17-AAG、PTX 对 ESCC 细胞 凋 亡 的 影响 

各 组 显示 的 细胞 凋 亡 状 况 见 图 1。 结果 显示 ， 
17-AAG 组 .PTX 组 及 联合 组 作用 Eca-109 细胞 株 24 h 
后 其 凋 亡 率 分 别 为 4.52% 10.9196 .29.88% ,显著 高 于 对 
照 组 (1.32% ) ;联合 用药 后 ,可 形成 明显 凋 亡 峰 ,明显 高 
于 单 药 组 。 各 组 细胞 凋 亡 率 差 异 显著 (P<0.01, 表 3)。 


表 3 17-AAG、PTX 和 17-AAG 联 合 PTX 对 Eca-109 凋 亡 率 和 细胞 周期 


4 影响 


Tab.3 Effect of 17-AAG, PTX and their combination on apoptosis rate 


and cell cycle distribution in Eca-109 cells (MeanxSD, 96) 


Group Apoptosis rate GG; S G/M 


有 丝 分 裂 阶段 被 牢 牢 固定 ,使 微 管 不 再 分 开 , 可 阻 断 细 
胞 于 细胞 周期 之 G; 与 M 期 ,使 癌 细 胞 复制 受阻 断 而 死 
亡 。 表 1 结果 显示 ,不 同 浓度 PTX 对 Eca-109 细 胞 作用 
后 皆 对 其 生长 起 抑制 效应 , 且 抑 制 效果 明显 好 于 对 照 组 
(P<0.05)。 不同 时间 组 不同 浓 度 组 间 抑 制 率 相 比 , 差 
异 具 有 显著 性 (P<0.05), 表 明 PTX 可 明显 干扰 ESCC 细 
胞 增殖 , 且 抑 制作 用 和 浓度 、 时 间 正 相关 。 考 虑 到 为 了 
减轻 PTX 的 毒 副 反 应 ,我 们 选择 表 1 中 PTX 浓 度 最 低 的 
0.5 pmol/L, 但 与 对 照 组 相 比 较 有 显著 意义 ,与 17-AGG 
联合 作用 ESCC, 进 一 步 考 察 低 剂 量 PTX 联 合 17-AGG 
的 抗 癌 效果 。 

化 疗 具有 剂量 局 限 性 ,反复 化 疗 导致 耐 药 。 绝 大 多 
数 化 疗 药物 如 PTX 毒 副作用 较 大 ,部 分 患者 难以 耐 受 
化 疗 的 严重 不 良 反应 ,严重 影响 患者 生活 质量 。 胡 敏 等 
中 发 现 PTX 可 通过 调控 BubR1 的 表达 提高 其 敏感 性 ， 
增强 其 抗 癌 作 用 。 提 示 可 能 通过 联合 其 他 药物 通过 调 
节食 管 癌 细 胞 的 其 他 通路 提高 PTX 抑 制 食管 癌 细 胞 敏 
感性 。 文 献 报 道 17-AGG 可 通过 调控 某 些 信号 通路 或 
蛋白 增强 顺 铂 抗 癌 敏 感性 人 ”。Ngquyen 等 研究 
发 现 17-AAG 能 够 加 强 PTX 对 肺癌 细胞 的 抗 肿瘤 
作用 。 研 究 显示 ,17-AAG 除 本 身 可 抑制 癌 细 胞 
生长 外 ,还 能 增加 E- 钙 秋 蛋 白 的 表达 ,抑制 基质 金 
属 和 蛋白酶 9 和 VEGF ,减少 肿瘤 细胞 血管 发 生 和 转 


Control 1.3140.35 72.09+2.69  12.89*1.04  9.92*0.82 
17-AAG 4.51x1.94* 64.69+1.42  11.42X1.62 16.51+1.52 
PTX 10.89+1.59° 40.52+2.59° 47.39+1.54 | 9.2232.72 


17-AAG combined 


with PTX 29.86+2.29° 


32.32+1.89 40.42+2.82 


*P«0.05 vs control. 


3 讨论 

17-AAG 作为 HSP90 抑制 剂 , 主要 通过 与 ATP/ 
ADP 竞 争 性 作用 于 HSP90, 可 引起 包括 丝氨酸 激酶 DA 
氨 酸 激酶 类固醇 激素 受 体 和 HER 激酶 家 族 等 多 种 信 
号 蛋白 降解 ,最 终 导致 细胞 周期 阻 汪 和 凋 亡 ,作用 于 
人 肺癌 、 乳 腺 癌 和 结肠 癌 等 肿瘤 细胞 可 观察 到 类 似 结 
Rum. 在 此 次 实验 中 ,不 同 浓度 17-AAG 对 Eca-109 
细胞 作用 后 显示 抑制 生长 效应 , 且 抑 制 效果 明显 高 于 对 
照 组 ,不 同时 间 组 ,不 同 浓度 组 间 抑 制 率 相 比 , 差 异 具 有 
显著 性 (P<0.05) ,提示 17-AAG 可 抑制 Eca-109 细胞 的 
生长 , 旦 其 作用 浓度 越 高 ,时 间 越 长 ,抑制 效应 越 显 著 。 
这 和 其 他 文献 报道 类 似 "“" ,提示 17-AAG 可 能 用 于 包 
括 食 管 癌 在 内 的 多 种 恶性 肿瘤 中 HSP90 的 靶 疝 治疗 ， 
具有 一 定 的 应 用 前 景 。 

PTX 属 有 丝 分 裂 中 的 微 管 抑制 剂 ,PTX 具 有 聚合 
和 稳定 细胞 内 微 管 的 作用 ,致使 快速 分 裂 的 肿瘤 细胞 在 


移 的 能 力 ,可 联合 其 他 药物 共同 起 作用 ,同时 还 可 
减少 化 疗 带 来 的 毒 副 作用 Trent REUS S 
因此 ,我们 设想 17-AAG 和 PTX 联 合 使 用 是 否 能 
够 更 有 效 地 抑制 ESCC 细 胞 的 生长 并 通过 实验 验 


7.9122.02* 证 。 


PTX 17-AAG 都 是 通过 影响 细胞 周期 对 肿 
瘤 细 胞 起 作用 ,但 两 者 所 作用 细胞 周期 不 同 。 从 
本 实验 结果 可 见 :17-AAG 单 独 诱导 食管 癌 细 胞 
的 凋 亡 率 为 452% ,PTX 单 独 作用 的 凋 亡 率 为 10.91% ， 
将 两 者 联合 作用 于 ESCC 细 胞 株 后 , 癌 细 胞 凋 亡 率 则 高 
达 29.88%, 明 显 高 于 两 者 单独 作用 的 结果 。 结 果 提 示 
17-AAG 将 癌 细 胞 阻 湿 于 S 期 ,PTX 将 肿瘤 细胞 株 阻 渍 
于 GyM;17-AAG 与 PTX 联 合用 药 使 癌 细 胞 既 阻 滞 于 
GyM 期 又 阻 滞 于 S 期 。 表 明 PTX、17-AAG 丝 可 诱导 癌 
细胞 凋 亡 ,而 联合 作用 效果 更 显著 ,具有 协同 效应 。 
综 上 所 述 ,PTX 作 为 食管 癌 治 疗 的 第 用 药物 之 一 ， 
在 临床 上 疗效 明显 ,但 无 论 单 药 或 多 药 联 合 均 存在 化 疗 
瓶颈 ,起 需 突破 。 实 验证 明 17-AAG 联 合 PTX 具 有 协同 
抑制 ESCC 细 胞 增殖 .诱导 瘤 细 胞 凋 亡 的 作用 。 另 一 方 
面 , 当 非 小 细胞 肺癌 分 子 靶 向 治疗 已 成 为 其 临床 治疗 主 
要 手段 日 疗效 显著 ,食管 癌 在 分 子 革 向 治疗 方面 未 见 明 
显 突 破 。 本 研究 提示 17-AAG 有 可 能 在 食管 癌 的 鞭 向 
治疗 领域 占领 一 席 之 地 , 需 进 一 步 探讨 17-AAG 和 PTX 
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图 1 17-AAG、PTX 和 17-AAG 联 合 PTX 对 人 食管 癌 细 胞 株 Eca-109 细 胞 凋 亡 的 影响 
Fig.1 Effect of 17-AAG, PTX and their combination on apoptosis in Eca-109 cells. A: Control; B: 0.5 umol/L PTX; C: 0.625 umol/L 


17-AAG; D: 0.5 uumol/L PTX combined with 0.625 umol/L 17-AAG. 


具体 作用 机 制 ,探讨 17-AAG 与 PTX 多 药 联 合作 用 效 
果 , 并 可 考虑 进一步 动物 实验 验证 。 
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